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In vivo evaluation of the genotoxic and cytotoxic 
effect of the aqueous extracts of two mutant varieties 
of Hibiscus sabdariffa L. 


Resumen 

El Hibiscus sabdariffa (flor de Jamaica, grosella o rosella), conocida además como rosa 
piola en Paraguay, tiene uso medicinal en gran parte del mundo; en Paraguay se utiliza 
como antiescorbútico, mientras que en otros países se utiliza como antihipertensivo, 
antiespasmódico o en el tratamiento de la obesidad, entre otros usos. La radiación 
gamma es utilizada para la obtención de variedades mejoradas de diferentes 
especies vegetales; las variedades de grosella Ana Delia y Dogo fueron obtenidas 
por irradiación Gamma como parte del programa de mejoramiento genético del 
Instituto Nacional Ciencias Agrícolas (Cuba). El objetivo de este trabajo fue evaluar el 
efecto genotóxico y citotóxico del extracto acuoso de cálices de ambas variedades de 
grosella sobre células de médula ósea de ratones tratados con tres concentraciones 
de cada extracto, vía oral, durante 15 días. El efecto genotóxico fue evaluado mediante 
la aplicación del ensayo de Micronúcleos. El efecto citotóxico se verifica por el Índice 
obtenido entre la frecuencia de Eritrocitos Policromáticos (eritrocitos jóvenes) y 
la frecuencia de Eritrocitos Normocromáticos (eritrocitos adultos). Los resultados 
mostraron que los extractos evaluados, en las concentraciones utilizadas, no tienen 
un efecto genotóxico o citotóxico en células de médula ósea de ratones tratados por 
15 días con los extractos descritos. 


Palabras clave: Citotoxicidad, Eritrocitos Normocromáticos, Eritrocitos Policromáticos, 
Irradiación gamma, Micronúcleos. 


Abstract 


The Hibiscus sabdariffa (Jamaica flower, grosella or rosella), also known as rosa piola 
in Paraguay, has medicinal use in much of the world; in Paraguay it is used as an 
antiscorbutic, while in other countries it is used as an antihypertensive, antispasmodic 
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or in the treatment of obesity, among other uses. Gamma irradiation is used to obtain 
improved varieties of different plant species; the Ana Delia and Dogo varieties were 
obtained by Gamma irradiation as part of INCA genetic improvement program. The 
objective of this work was to evaluate the genotoxic and cytotoxic effect ofthe aqueous 
extract of calyces of both varieties of currant on bone marrow cells of mice treated 
with three concentrations of each extract, orally, for 15 days. The genotoxic effect was 
evaluated by applying the Micronucleus test. The cytotoxic effect is verified by the index 
obtained between the frequency of Polychromatic Erythrocytes (young erythrocytes) 
and the frequency of Normochromatic Erythrocytes (adult erythrocytes). The results 
showed that the extracts evaluated, in the concentrations used, do not have a genotoxic 
or cytotoxic effect on bone marrow cells of mice treated for 15 days with the extracts. 


Keywords: Erythrocytes, Gamma  radiation, Micronucleus, Normochromatic, 
Polychromatic erythrocytes. 


INTRODUCCIÓN 


El Hibiscus sabdariffa (flor de Jamaica, grosella o rosella), es originaria de Asia [1], aunque 
otros autores sostienen que es originaria de África y es consumido en varios países de 
a región, así como el Latinoamérica [2]. En Paraguay es conocido como rosa piola, la 
infusión del cáliz de la flor se utiliza como antiescorbútico [3] y también se la utiliza para 
preparar mermeladas [4]. 


En una descripción del perfil fitoquímico de los cálices de H. sabdariffa se describen la 
presencia de antocianinas, ácidos orgánicos, polisacáridos y flavonoides, entre otros [2]. 
En un estudio fitoquímico realizado en dos variedades de H. sabdariffa cultivadas en 
Cuba, se evaluaron la presencia del contenido de los cálices y se registró la presencia 
de saponinas, compuestos fenólicos, flavonoides, azúcares reductores, aminoácidos, 
antraquinonas, terpenoides y alcaloides [ 5]. 


Se describen varias propiedades medicinales de extracto de esta especie. Se evaluó el 
extracto acuoso del cáliz en células de tumor de mama y se observó que presenta un 
efecto citotóxico sobre las mismas [6], en otro ensayo in vitro con células de carcinoma de 
hígado, pulmón y cáncer colorectal no se observó ningún efecto citotóxico [7]. Se utiliza 
para el tratamiento de la obesidad [8], tratamiento de la hipertensión e hiperlipidemia 
[9] y la infusión del cáliz se utiliza como antiescorbútico en Paraguay [3]. 


El uso de radiación para la obtención de nuevas variedades de especies vegetales es 
de gran importancia [10]. Las variedades mutantes de H. sabdariffa Ana Delia y Dogo 
fueron obtenidas por radiación gamma de “Co (150 Gy y 100 Gy, respectivamente) a 
partir de semillas de la variedad Yersy. La nueva variedad Ana Delia presentó diferencias 
en las hojas, tallos, flores y frutos con mejores características y en la selección durante 
tres años se mantuvieron las características [11]; la variedad Dogo presentó diferencias 
en el número de ramas, forma de las hojas, cantidad de frutos por planta y peso de los 
mismos con relación a la variedad de origen [12]. 


doi: http://dx.doi.org/10.18272/aci.v1213.1933 
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Evaluación in vivo del efecto genotóxico y citotóxico de los extractos acuosos de dos variedades mutantes de Hibiscus sabdariffa L. 


Las plantas de uso medicinal deben ser evaluadas en sus posibles efectos secundarios 
para establecer su inocuidad o su potencial de genotoxicidad [13,14]. Los efectos 
secundarios de agentes químicos o físicos se pueden evaluar por la técnica de análisis 
de micronúcleos [15], donde se evalúa la pérdida del material genético por ruptura 
en el cromosoma (efecto clastogénico) o pérdida de un cromosoma entero (efecto 
aneugénico), los cuales quedan rezagados en el citoplasma y pueden ser visualizados 
en una evaluación por microscopía de inmersión; es rápida y relativamente de bajo 
costo [16,17]. En el ensayo de variaciones en las frecuencias de células micronucleadas 
(MNs) para evaluar el potencial genotóxico, donde se comparan las frecuencias de 
micronúcleos en las muestras tratadas con las testigo y se evalúan su significancia. 
También en las muestras obtenidas se evalúa el efecto citotóxico mediante las 
comparaciones de los ratio entre los eritrocitos jóvenes y adultos observadas o por el 
porcentaje de eritrocitos jóvenes en el total de eritrocitos [18,19]. 


El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos genotóxicos y citotóxicos de los 
extractos acuosos de las nuevas variedades de H. sabdariffa descritas, en células de 
médula ósea de ratones. 


MATERIALES Y MÉTODOS 
Plantas y extractos 


Extracto acuoso de hojas de H. sabdariffa, variedades Ana Delia y Dogo y los cálices de 
los frutos fueron obtenidos en el INCA. Se sembraron las variedades en suelo ferralítico 
rojo compactado, y al ponerse las hojas de las planas amarillas se cosecharon lo cálices 
de los frutos y estos se pusieron a secar en una sala a 24*C por 10 días (comunicación 
oral de la Dra. Caridad González). Se utilizaron 20 cálices deshidratados de cada variedad 
(Ana Delia 16.4g y Dogo 11.59). Por separado, los cálices se trituraron y se llevaron a 
ebullición en 2000 ml de agua potable. Se procedió a filtrar cada infusión con algodón 
y papel de filtro Whatman, se liofilizó y se conservó a -20”C hasta el momento de su uso. 
Se utilizaron 20 flores de cada variedad. 


Animales y tratamientos 


Los ratones fueron adquiridos al Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud 
(IES) de la UNA y fueron aclimatados por 7 a 10 días. Se utilizaron ratones Swiss 
albinos, machos, de entre 8 a 12 semanas de vida, que fueron mantenidos en la Sala 
de Mantenimiento de Animales del laboratorio de Biotecnología del CEMIT- UNA, con 
temperatura controlada y con agua y comida ad libitum, con 12 horas de luz y 12 horas 
a oscuras. Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en grupos de cinco animales 
por tratamiento. El tratamiento consistió en administrar por vía oral, mediante el uso 
de una cánula intragástrica, tres concentraciones diferentes 0.53 mg; 0.8 mg y 1.6 mg 
de Ana Delia por kg de animal; 0.4 mg, 0.6 mg y 0.12 mg por kg de animal del extracto 
acuoso de la variedad Dogo, durante 15 días. Para calcular las concentraciones, se 
consideró el uso de los cálices para una persona de 60 kg de peso y estimando el peso 
de los animales de 33 gramos, en promedio. Las concentraciones utilizadas de cada 
variedad fueron diferentes debido a que las flores de la variedad Dogo eran de tamaño 
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menor y se tomó como referencia la cantidad de flores por litro de agua, no el peso de 
las mismas. Para el control positivo se utilizó el antineoplásico ciclofosfamida (CP) y se 
utilizaron los mismos datos para evaluar ambas variedades. 


Ensayo de micronúcleos (MNs) 


Para este ensayo se utilizó el método de Schmid, 1975[15]. Los animales fueron tratados 
vía oral, por 15 días, luego fueron sacrificados por dislocación cervical. Se extrajo la médula 
ósea de los fémures de cada animal, se lavaron con Suero Bovino Fetal y se prepararon 
las muestras haciendo el frotis en portaobjetos limpios y secos. Se fijaron las muestras 
con metanol 100%, por cinco minutos y se tiñeron las mismas con colorante Giemsa 
al 5%, diluido en agua destilada estabilizada con tampón. Se analizaron las muestras 
en microscopio óptico de inmersión y se contaron 1000 eritrocitos policromáticos 
(EPCs) incluyendo los que presentaron micronúcleos (EPCMNSs), por animal tratado. 
Para el análisis de citotoxicidad se analizaron las mismas muestras del ensayo de MNs, 
donde 500 eritrocitos fueron contados por animal tratado, incluyendo los eritrocitos 
maduros (eritrocitos normocromáticos-ENC) y jóvenes (eritrocitos policromáticos-EPC) 
y se analizaron las proporciones de los mismos en cada muestra; las desviaciones en las 
proporciones son indicativos de toxicidad. 


Análisis estadístico 


Los datos fueron procesados mediante el software de análisis estadístico EpilnfoTM 
versión 3.5.1. Ensayo estadístico ANOVA (p<0.05). 


RESULTADOS 


En la evaluación del extracto acuoso de la variedad Ana Delia se observó que la 
frecuencia de células micronucleadas en médula ósea de ratones tratados con el 
extracto no fue significativa, comparada con la frecuencia del control negativo. Tampoco 
fue significativo el efecto citotóxico, evaluado por la ratio entre eritrocitos jóvenes y 
maduros. El control positivo ciclofosfamida (50mg kg”) utilizado resultó significativo en 
los análisis de genotoxicidad y citotoxicidad (Tabla 1). 


Tabla 1. Frecuencia de eritrocitos policromáticos micronucleados, en médula ósea de ratones machos tratadas 
con tres concentraciones de H. sabdariffa de la variedad mutante Ana Delia. 


Grupo experimental Total EPC Total EPCMN Ratio EPC/ENC 
ET 5.000 3 1.60 
0.53 mg 5.000 5 1.61 
0.8mg 5.000 4 1.57 
0.16mg 5.000 á 1.62 
CP 5.000 38* 1.16* 
EPC: eritrocito policromático; EPCMNS: eritrocitos policromático micronucleado; ENC: eritrocito normocromático; CP: ciclofosfamida. 
Datos procesados por el software de análisis estadístico EpiinfoTM versión 3.5.1. *Ensayo estadístico ANOVA (p<0.05). 


DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v1213.1933 


15 


Artículo/Article 
12 (22), 72-79 


avances 
en ciencias e 
ingenierías 


16 


Evaluación in vivo del efecto genotóxico y citotóxico de los extractos acuosos de dos variedades mutantes de Hibiscus sabdariffa L. 


Al evaluar la frecuencia de micronúcleos en las células de médula ósea de los ratones 
con los tratamientos realizados con el extracto acuoso de la variedad Dogo por 15 
días, no se encontró un aumento significativo del número total de micronúcleos. Los 
tratamientos no presentaron un efecto genotóxico. Al evaluar las ratios entre eritrocitos 
jóvenes y maduros en células de médula ósea de los ratones tratados, no fueron 
significativos cuando fueron comparados con los resultados obtenidos en los ratones 
del control negativo. Los resultados obtenidos en los ratones del control positivo fueron 
estadísticamente significativos tanto en la evaluación de genotoxicidad como de 
citotoxicidad (Tabla 2). 


Tabla 2. Frecuencia de eritrocitos policromáticos micronucleados, en médula ósea de ratones machos tratadas 
con tres concentraciones de H. sabdarifía de la variedad mutante Dogo. 


Grupo experimental Total EPC Total EPCMN Ratio EPU/ENC 

CcTL 5.000 3 1,60 

0,4mg 5.000 4 1,55 

0,6mg 5.000 3 1,63 

012mg 5.000 5 1159 

CP 5.000 38* 1,16* 

EPC: eritrocito policromático; EPCMNs: eritrocitos policromático micronucleado; ENC: eritrocito normocromático; CP: 
ciclofosfamida. Datos procesados por el software de análisis estadístico EpiinfoTM versión 3.5.1.*Ensayo estadístico ANOVA 


(p<0.05). 


DISCUSIÓN 


Las especies vegetales utilizadas como alimentos o de uso medicinal pueden ser 
mejoradas con el uso de la energía atómica, como en el mejoramiento de patata, donde 
irradiaron enredaderas de lpomoea batatas Lam. (Patata dulce) con rayos gamma, con 2 
y 10 Gy, por 20 horas; y, aunque no obtuvieron el número esperado de ejemplares con 
la característica fenotípica deseada, el estudio pudo ser la base para otros ensayos [20]. 
Irradiando semillas de Cicer arietinum L con “Co (280 Gy) se obtuvieron poblaciones 
mutantes con características fenotípicas, como días de floración, altura de la planta y otros, 
con diferencias significativas [21], también se utilizó en el mejoramiento de cítricos [22]. 


La especie vegetal H. sabdarifía tiene amplio uso como planta medicinal [1]. Se ha 
descrito su efecto protector en células de médula ósea de ratones tratados con el extracto 
acuoso de la planta y sodio arsenito, reduciendo la frecuencia de micronúcleos en los 
animales tratados con el extracto [23]. Las evaluaciones de genotoxicidad se realizan en 
varios agentes, para determinar su inocuidad, como fármacos [24], extractos de especies 
agronómicas como el Allium sp. [25], principios activos de plantas [16] o extractos 
de plantas de uso medicinal [14]. No se ha encontrado en la literatura especializada 
evaluaciones de los efectos secundarios de variedades mutantes de plantas medicinales, 
En este trabajo se evaluó el extracto acuoso de dos variedades mutantes de H. sabdariffa 
mediante el ensayo de micronúcleos [15], ensayo más utilizado en la evaluación de la 
genotoxicidad de extractos de plantas [14]. Considerando el uso como planta medicinal 
de la H. sabdariffa no modificada y con el fin de evaluar si estas nuevas variedades no 
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presentan un potencial genotóxico, se evaluaron tres concentraciones de cada variedad 
citada. Al comparar las frecuencias de micronúcleos en células de médula ósea de 
ratones de los grupos tratados con los extractos de Ana Delia y Dogo, estas frecuencias 
no fueron significativas. En la evaluación de citotoxicidad los resultados no fueron 
significativos, los tratamientos no indujeron citotoxicidad en las células de médula ósea. 


CONCLUSIÓN 


Los extractos acuosos de las variedades mutantes Ana Delia y Dogo de H. sabdariffa no 
presentaron efectos genotóxicos o citotóxicos en células de médula ósea de ratones, 
en las condiciones utilizadas. Se sugieren otros ensayos con estas variedades para 
determinar su inocuidad o el potencial tóxico o genotóxico, como parte de las medidas 
preventivas en el uso de una planta consumida en varias regiones del mundo. 
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